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체중부하 변화에 따른 골성장판내 세포동력학적 변화
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Altered Cellular Kinetics in the Growth Plate according
to Alterations in the Weight Bearing 
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Purpose: To examine the effects of change in the weight bearing on the growth plate metabolism, a simulat-
ed animal model of weightlessness was introduced and the chondrocytes’ cellular kinetics were evaluated. 
Materials and Methods: Unloading condition on the hind-limb of Sprague-Dawley rats was created by fix-
ing a tail and lifting the hind-limb. Six rats aged 6 weeks old were assigned to each group of unloading, reload-
ing, and control groups of unloading or reloading. Unloading was maintained for three weeks, and then reload-
ing was applied for another one week thereafter. Histomorphometry for the assessment of vertical length of the
growth plate, 5-bromo-2′-deoxyuridin (BrdU) immunohistochemistry for cellular kinetics, and biotin nick end
labeling TUNEL assay for chondrocytes in the growth plate were performed.
R e s u l t s: The vertical length of the growth plate and the proliferative potential of chondrocytes were
decreased in the unloading group than those of control groups. Inter-group differences were more significant in
the proliferative and hypertrophic zones. Reloading increased the length of growth plate and proliferative
potential of chondrocytes as evidenced by increase of the ratio of positive BrdU stained cells. However, apop-
totic changes in the growth plate were not affected by the alterations of weight bearing. 
Conclusion: Alterations in the weight bearing induced changes in the chondrocytic proliferative potential of
the growth plate and have no effects on the apoptosis occurred. This may suggest that deprived weight bearing
due to various clinical situations hamper normal longitudinal bone growth, and further studies regarding the
factors for reversibility of chontrocytic proliferation upon variable mechanical stresses are needed.  
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서 론
근육과 골격은 몸의 균형을 잡아주고 운동을 일
으키는 하나의 통합기관 역할을 하며 그 중 하지
의 반중력근(anti-gravity muscle)은자세 유지
를 위해 끊임없이 수축 활동을 하고 골격은 근육
의 작용을 전달하는 지렛대 역할을 한다. 한편체
중 부하가 감소되거나 결여되는 상황에 처할 경우
신체는 더이상 정상적인 하중 스트레스를 받지 않
게 되고 하지의 근수축 단백질과 골기질 소실에
의한 위축 및 약화, 골형성세포(osteoblast) 수의
감소, 피질골과망상골의 골량 감소, 피질골에서
의 골막 미네랄(mineral) 형성이상에 의한 골밀
도 감소 등이 관찰된다9 , 1 3 , 1 4 , 1 9 ). 
이들 골격계에서의 변화는 외상이나 여러 내,
외과적 질환으로 인해 장기간 침상 안정을 요하는
경우, 휠체어에의존하는 장애인, 자율신경실조증
혹은 활동력이 떨어진 노인에서 흔히 나타나는 병
적 현상으로서 이를 극복하여 운동하고자 할 경우
갑자기 걸리게 될 부하를 견디기 힘들고 이미 불
가역적인(irreversible) 변화가초래된 경우에는
이로 인한 합병증 및 장애가 매우 크다. 또한체
중부하의 결여 혹은 감소에 따른 골격계 변화에
대한 과거 연구는 주로 장골(tubular bone)의
간부에서 발생하는 골 소실(bone loss) 혹은골
의 재형성( r e m o d e l i n g )과 관련된 변화를 관찰하
는데 치우쳐 왔으며, 실제로동물 실험의 경우 인
간보다 훨씬 빠른 골막내 골화(periosteal bone
f o r m a t i o n )를 보임으로 인해 그 실험결과를 해
석하고 이를 임상적으로 이용하는데 많은 어려움
이 있다. 한편기계적 부하(mechanical load)의
변화에 따라 일어나는 골성장판내 변화에 관한 과
거 연구는 각 변형(angular deformity) 혹은국
소적 압박력과 관련된 성장 장애에 관한 것이 주
를 이루었으며3 , 6 ), 실제로하중의 결여에 따른 골
성장판(growth plate)내연골세포의 증식, 비대
화 및 세포고사 등 생리적인 변화가 어떻게 변화
되고 어느 정도의 가역성을 갖는지에 대한 연구는
없었다. 본연구에서는 체중부하 변화에 따른 흰
쥐의 골성장판내 연골세포의 활성도 변화를 조직
형태학적(histomorphometric) 계측및 세포동
력학적(cellular kinetics) 분석을통해 관찰함으
로써 세포 활성도가 역학적 하중 변화에 따라 변
화하는 양상을 알아보고자 하였다. 
대상 및 방법
1. 하지현수법
(lower-limb suspension method) 
하지현수장치는 Nyhan 등1 5 )의 모델을 개량하
여 흰쥐의 등과 꼬리를 고정하는 방법을 사용하였
다. 흰쥐의하지를 들어 올려 무부하( u n l o a d i n g )
상태로 만들기 위해 tygon 튜빙을등의 피부에
고정한 후 테이프를 이용하여 꼬리를 고정하였다.
흰쥐에 연결된 튜빙은 하지현수장치의 구속 장치
에 연결하였으며 기울기를 항상 일정하게 유지하
도록 하였다(Fig. 1). 무부하실험을 하지 않은
대조군과 재부하(reloading) 단계의실험동물은
흰쥐용 사육 우리에 1마리씩 넣어 흰쥐 사이에서
발생할 수 있는 문제점을 미연에 방지하였다. 
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Fig. 1.Hind-limb suspension method.
2. 실험동물및 분류
각 군당 6주령의Sprague-Dawley 흰쥐(몸무
게100 g 내외) 6마리씩을대상으로 하였으며 하
지현수법을 이용한 무부하(unloading) 및재부
하(reloading) 상황을얻음으로써 하중부하의 변
화 및 체액의 재분배를 유도하였다. 실험동물은
하지현수 상태로 3주간(unloading group) 혹은
하지현수 후 1주간재부하(reloading group) 상
태를 경험하는 실험군과 각각 이들에 대한 대조군
(age-matched control group)으로나누었다. 
에테르 흡입마취 하에 실험동물을 희생시키고
경골과 대퇴경부에서 절골술을 가하여 근위경골을
포함한 슬관절 부위를 적출하였다. 적출된조직을
4% paraformaldehyde로고정하고 2주간1 0 %
ethylenediaminetetracetic acid(EDTA) 용액
에서 탈회한 후 통상적인 방법으로 파라핀 포매
하였다. 이후4 μm 두께로 자른 후 silane coat-
ing slide (MUTO PURE CHEMICALS)를
사용하여 고정하였으며 h e m a t o x y l i n과 eos i n으
로 염색하여 광학현미경 하에서 관찰하였다.
3. 실험방법
1) 골성장판내조직형태학적 계측
무부하와 재부하 및 각각의 대조군에서의 골성
장판 전체의 길이와 정지대(resting zone), 증식
대(proliferation zone) 및과성장대( hy p e r-
trophic zone) 각각의길이를 I m a g e P r oⓇp r o-
g r a m을 이용하여 측정하였다(Fig. 2). 모든조
직학적인 관찰은 임의로 네 부분을 선정하여 수직
방향으로 전체길이 및 각 지대( z o n e )별 길이를
측정하였다.
2) 골성장판내연골세포의 증식능 측정
- 2 0℃에서 보관된 5 - b r o m o - 2 ' - d e o x y u r i d i n
(BrdU, SIGMA)을 phosphated buffered
saline (PBS)에녹여 실험동물 희생 각각 2 5시
간 전과 1시간 전, 2회씩복강내 주사( 1 0 0
m g / k g )하였다. 통상적인방법으로 제작된 슬라
이드를 x y l e n으로 1 0분씩 3번처리하였으며 함수
를 위하여 100, 90, 70% ethanol 및이차증류
수로 수세하였다. 3% hydrogen peroxide
( H2O2)로조직내 내인성 p e r o x i d a s e를 불활성
시킨 후 0.4% pepsin으로2 0분간 조직을 반응하
였다. 2N HCl로3 0분간 D N A 변성 후, 5:1로
희석된 goat serum (SIGMA)과반응시켰으며
BrdU 일차항체( S I G M A ) 로 실온에서 1 2시간 반
응시켰다. Avidin-biotin (mouse IgG, extra
avidin; SIGMA)방법을이용하여 면역조직화학
염색법( i m m u n o h i s t o c h e m i s t r y )을 수행하였으
며 goat serum에서일차항체 단계를 제외한 각
단계에서 PBS 용액으로 수세하였다. 3, 3'-
diaminobenzidine (DAB, Vector laborato-
r i e s )으로 발색하고 M a y e r’s hematoxylin으로
대조염색을 수행하여 광학현미경 하에서 관찰하였
다. BrdU 면역조직화학염색법에양성인 세포는
각 슬라이드에서 임의로 세 부분을 지정하여 1 5 0
μm ( 250 μm 크기의 사각형내의 골성장판내 전
체 세포 중 염색된 세포의 수를 측정하였고, 또
한 골성장판내의 각 지대( z o n e )별 양성 세포율을
계산하였다. 
3) 골성장판내연골세포의 고사 관찰
(biotin nick end labeling TUNEL assay) 
각 조직슬라이드를 T r i s - H C l용액(pH 8.0)에
서 1 0분 동안 전처리 하고 2 0분간 proteinase K
( S I G M A ) 로 처리하였다. PBS 용액으로 수세한
뒤 3% H2O2로 조직에 있는 p e r o x i d a s e를 불활
성 시킨 후 P B S 로 다시 수세하였다. 면역조직화
학적 관찰을 위한 양성대조군에 대해 D N A
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Fig. 2.Histomorphometric measurement of growth plate. 
b u f f e r로 1 0분간 전처리하고 D N a s eⅠ( F .
Hoffmann-La Roche)으로2 0분간 반응시켜 인
위적으로 D N A 를 단편화시켰다. Transferase-
mediated deoxyuridin triphosphated (TdT,
SIGMA) buffer에서1 5분간 전처리한 후 t e r-
m i n a l d e o x y t r a n s f e r a s e와 B i o t i n - 1 6 - 2 ' -
deoxy-uridine-5'-triphosphate(dUTP, F.
Hoffmann-La Roche)로3 7℃에서 2시간3 0분
동안 반응시켜 d U T P 를 표지 하였다. 음성대조군
에서는 terminaldeoxytransferase 효소를처리
하지 않았다. TB buffer에서1 0분간 담가서 반
응을 중지시킨 후 2% Bovine serum albu-
min(BSA, SIGMA)로 1 5분간 blocking 하였
고 P B S 로 수세 후 s t r e p t a v i d i n - p e r o x i d a s e
( S I G M A ) 로 3 0분간 반응시켜 D A B 로 발색시켰
다. 대조염색은nuclear fast red를이용하였으
며 다시 70, 90, 100% 에틸알코올로탈수하여
봉입하였다. TUNEL assay에양성인 세포는 각
슬라이드에서 임의로 세 부분을 지정하여 150 μm
×250 μm 크기의 사각형내의 전체 세포 수와 염
색된 세포의 수를 측정하고 전체세포에서의 양성
인 세포의 비율로 골성장판 내 양성세포율을 계산
하였다.통계학적 방법은 Wilcoxon signed
rank test를이용하였으며, p=0.05에서통계학
적 유의성을 결정하였다.
결 과
1. 각군별 골성장판 길이
실험기간 동안의 각 군별 골성장판 길이 변화의
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Fig. 4.Length of each zone of the growth plate (*p<0.05). (A) Comparison between unloaded and control group (B)
Comparison between reloaded and control group, Rest: resting zone, prol: proliferative zone, hyper: hyper-
trophic zone
A B
Fig. 3.Total length of the growth plate (*p<0.05). UG:
unloading group, CUG: control for unloading, RG:
reloading group, CRG: control for reloading group 
경우 무부하군과 재부하군은 대조군에서의 골성장
판 전체길이(무부하대조군; 382.9±11.7 μm ,
재부하 대조군; 324.5±13.8 μm )보다 감소하여
각각 3 0 5 . 3±14.2 μm (대조군의 79.7%), 281.7
±10.3 μm (대조군의 86.8%) 였으며재부하 후
길이 감소가 회복됨을 관찰하였다(Fig. 3). 또한
골성장판내 각 지대(zone) 별길이 비교의 경우,
증식대와 과성장대에서 하중 변화에 따른 길이 차
이가 크게 나타남을 확인하였다(Fig. 4).
2. 각군별 골성장판내 세포증식능
세포증식을 의미하는 BrdU 양성 연골세포는
모든 군에서 골성장판내의 증식대에서 관찰되었고
(Fig. 5) 무부하군및 재부하군에 대한 대조군에
서 각각 2 2 . 9±7 . 4 %와 1 5 . 1±4 . 8 %의 양성세포
율을 나타냈다. 무부하군의경우 양성세포율은
1 3 . 3±4 . 1 %로 대조군의 5 7 . 8 %로 측정된 반면,
재부하군의 경우 1 1 . 0±3 . 8 %로 대조군의 8 6 . 8 %
로 회복되는 결과를 보였다(Fig. 6).
3. 각군별 골성장판내 세포고사도
네 군 모두에서 골성장판내 세포고사가 관찰되
었으며(Fig. 7) 무부하군및 재부하군에 대한 대
조군에서 각각 3 1 . 9±8 . 7 %와 3 2 . 9±  . 4 %의 양
성세포율을 보였다. 그러나무부하군 및 재부하군
은 각각 3 5 . 8±7 . 2 %과 3 6 . 3±6 . 9 %의 세포고사
도를 보여 군 간의 유의한 차이가 없었으며( F i g .
8), 각지대(zone) 별측정에서도 각 군간의 유
의한 차이가 없었다(data not shown).
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Fig. 5.Findings of BrdU immunohistochemistry (×100) (A) Control group, (B) Unloading group, (C) Control for
reloading group, (D) Reloading group
A B C D
Fig. 6.Comparison of BrdU Immunohistochemistry
between groups (*p<0.05). 
고 찰
골성장판은 조직학적으로 구분되는 네 가지 연
골세포층이 연속적인 종배열 구조( c o l u m n a r
p a t t e r n )를 형성하며 크게 정지대( r e s t i n g
zone), 증식대(proliferation zone), 과성장대
(hypertrophic zone) 및석회화대( m i n e r a l i z-
ing zone)로나뉜다1 , 4 ). 정지대에서의연골세포는
비활성화된 납작한 형태의 연골세포로서 증식을
위한 새로운 세포를 공급하며 증식대의 세포는 세
포분열을 반복하고 둥근 형태로 성숙되면서 세포
질의 부피를 증가시켜 성장판 내에서 수직적인 공
간을 만드는 한편 세포외기질( e x t r a c e l l u l a r
m a t r i x )을 생산하여 세포간의 거리가 멀어지면서
과성장대로 진행된다. 과성장대에서는연골세포
내 칼슘의 축적 및 방출, 기질의석회화가 이루어
지며 동시에 골간단부( m e t a p h y s i s )로부터의 신
생혈관이 침투하면서 골화근원세포( o s t e o g e n i c
precursor cells), 파연골세포( c h o n d r o c l a s t )등
골형성에 필수적인 세포가 유입된다. 또한이들
세포의 유입과 더불어 세포고사 혹은 사멸과정을
거치면서 골로 전환되는 길이성장을 하며 이와 같
은 연골세포의 증식, 과성장및 사멸 등의 전반적
인 과정을 겪게 되는 소위“세포 역동성”을 나타
낸다2 , 8 , 1 1 , 1 2 , 1 7 ). 한편, 골성장판에서의연골세포 활
성도가 여러 호르몬, 국소성장인자(local growth
factors) 등에의해 조절된다는 것은 주지의 사실
이나 실제 임상적으로는 이들 생물학적 요인에 의
한 변화보다는 불가피한 상황에 의해 역학적 하중
부하의 감소를 겪게 되는 경우가 더욱 흔하다. 또
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Fig. 8.Comparison of apoptosis between groups.
Fig. 7.Apoptosis in the growth plate (×100, TUNEL assay). (A) Control group,   (B) Unloading group, (C) Control
for reloading group, (D) Reloading group
A B C D
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한 과거의 연구는 주로 역학적 하중변화에 따른
피질골 혹은 해면골에서의 골기질 변화 등에 치우
쳐왔으며, 역학적하중변화에 따른 골성장판내 연
골세포 활성도의 변화와 이의 가역성( r e v e r s i b i l-
i t y )에 미치는 요인에 대한 연구는 없었다. 
골성장판내 연골세포의 세포역동성을 인지하기
위한 여러 관찰방법 중 본 연구에서는 세포증식력
을 측정하기 위한 BrdU 면역조직화학염색법을
수행하였다. 이는5 - b r o m o - 2 ' - d e o x y u r i d i n
( B r d U )가 세포분열과정 중 S - p h a s e에서 D N A
복제 시 t h y m i d i n e에 치환되어 세포분열 과정을
거쳐 표지되는 원리를 이용하여 세포증식력을 측
정하는 것으로 본 연구에서는 흰쥐의 골성장판에
서 세포주기가 2 4시간인 것을 참고로 하여 2 4시
간 간격으로 2회표지 하였으며 a n t i - B r d U를 이
용한 면역조직화학적 검사로써 증식되는 세포를
관찰하였다5 , 1 8 , 2 0 ). 본연구에서 측정된 골성장판내
세포증식도는 각각의 대조군에서 2 2 . 9 %와
1 5 . 1 %로 측정되어 주령이 늘어남에 따라 증식률
이 낮아짐을 관찰하였다. 또한실험군인 무부하군
과 재부하군의 경우 각각의 대조군에 비하여
57.8%, 86.8%의세포증식도를 보여 정상에 비
해 현저히 낮아졌다가 재부하로 인해 세포증식률
이 회복되어감을 관찰하였다. 
골성장판에서의 세포고사는 주로 하부과성장대
(lower hypertrophic zone)에서석회화 과정을
거치면서 골로 전환되는 과정 중 생리적으로 일어
나는 세포변화로써 골로 대치되는 정도를 인지할
수 있으며 이차골화중심의 괴사에 의한 골성장판
손상에 의해서도 세포고사가 발생할 수 있다7 , 1 0 , 1 6 ).
TUNEL assay는세포고사에 의한 D N A 절편 이
외에도 다른 요인에 의한 DNA 손상 역시 인지하
여 부정확한 결과를 얻을 가능성이 있으나 이러한
단점에도 불구하고 세포고사를 표지하는 최적의
방법으로 이용되고 있다7 ). 본연구에서는 네 군
모두에서 34% 전후의 세포고사율을 보여 각 군
간의 유의한 차이가 나타나지 않았다. 이는하중
부하로 인한 스트레스가 세포고사에는 밀접한 영
향을 미치지 않는다는 것을 시사하며, 무부하에
의한 골성장판 길이의 감소는 하부과성장대에서
골로 전환되는 과정에서의 결함이기보다는 증식대
에서 연골세포 증식과정의 결함에 기인함을 시사
한다고 할 수 있다. 그러나이러한 세포 활성도의
저하가 연골세포증식이라는 단일 과정에서의 변화
에 기인한 것인지 혹은 하중의 감소에 따른 스트
레스단백질 발현의 변화에 의한 이차적인 것인지
에 대해서는 향후 추가적인 연구가 후행 되어야
할 것으로 사료되며, 골성장판내 비가역적인
(irreversible) 세포증식에관여하는 역학적 인자
의 탐구도 필요하리라 생각된다. 
결 론
3주간의체중부하 결여에 따른 흰쥐의 골성장판
내 변화로 전체길이의 감소, 특히증식대와 과성
장대에서의 길이 감소가 뚜렸하였으며 이는 세포
증식능의 감소에 기인하였다. 또한하중의 변화는
골성장판내에서 일어나는 세포고사에는 영향을 주
지 않았으며 무부하 후 다시 1주간의재부하가 가
해질 경우 연골세포의 활성을 촉진시켜 골성장판
의 길이성장 촉진 및 연골세포증식능의 회복을 초
래하였다. 
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